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【要旨】　　ラット肺組織において、食細胞の活性酸素産生能に与える急性運動あるいは運動トレーニングの
影響を検討し、運動に関連した食細胞による肺組織の酸化的ダメージ（蛋白カルボニル）について検討し、さ
らに酸化防御系の指標としてスーパーオキシドジスムターゼ（SOD）の活性及びメッセンジャーRNAの発
現を測定した。その結果、急性運動負荷は酸化ストレスを増強し、組織障害を引き起こす可能性が示唆され
た。肺において急性運動は、食細胞の活性酸素産生能を増大するが、運動トレーニングは、運動に伴う食細
胞の澗生酸素産生能の増加を軽減することが示唆された。さらに運動トレーニングは肺組織中のSODの酵
素活性を増強し運動誘発1生酸化ストレスに対する防御力を高めることが示唆された。
はじめに
　運動は、健康増進や体力づくりの名の下にますます
盛んになってきた。また運動は、呼吸器疾患、代謝疾
患、循環器疾患、骨関節疾患、脳卒中後のリハビリテー
ションなどの運動療法として臨床的にも重要な位置
を占めてきている。しかしながら、運動、とくに激運
動は、活性酸素の産生を増大させ1－4）、骨格筋に損傷や
炎症を生じるなど、生体にさまざまな負の影響を及ぼ
すことも知られており、激運動学、様々な組織におい
て酸化的損傷の指標である蛋白カルボニルが増加す
ることが知られている5）。
　細胞外における活性酸素の主要な発生源としては、
食細胞（とくに好中球とマクロファージ）が注目され
ており6）、炎症などの刺激が生体に加わると活性化さ
れた食細胞が組織に浸潤し組織傷害を惹起すると予
想される。実際、運動刺激によって好中球などの炎症
細胞が骨格筋や心筋、肝臓といった臓器に集積するこ
とが報告されている7）。
　さらに、直接外界と接する肺は、もっとも酸素に曝
露される組織であり、また食細胞である肺胞マクロ
ファージを豊富に含んでおり、活性酸素の標的組織と
考えられる。
　一方、活性酸素による障害を防ぐために、生体には
様々な抗酸化物質や抗酸化酵素が存在する。とりわけ
スーパーオキシドジスムターゼ（SOD）はスーパーオ
キシド（0、・一）を特異的に除去する重要な酵素であ
り、抗酸化システムの最上流に位置すると考えられ
る。SODは、運動と酸化ストレスに関する研究におい
て注目されている対象のひとつであり8）、慢性閉塞性
肺疾患など、さまざまな疾患との関連も研究されてい
る9・10）。
　そこで、今回我々はラット肺組織において、食細胞
の活性酸素産生能に与える急性運動あるいは運動ト
レーニングの影響を検討し、運動に関連した食細胞に
よる肺組織の酸化的ダメージについて検討し、さらに
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酸化防御系の指標としてSODの活性及びメッセン
ジャーRNA（mRNA）の発現を測定した。
研究材料及び方法
　1．持久走トレーニング・ラットの作製および急性
　　運動負荷
　5週齢の雄性Wistar系ラット（日本SLC）を任意
に非トレーニング群（U）とトレーニング群（T）の2
群に分けた。U群は、さらに安静時に屠殺する群
（UR）と急性運動直後に屠殺する群（UE）に分けた。
T群は、7週齢に達してから、傾き8．にセットされた
トレッドミルで5回／週、9週間の持久走トレーニン
グを受けた11）。トレーニング開始時の運動強度は、15
m／分、20分間／回であった。徐々に強度を上げ、第6
～7週目に運動負荷が30m／分、90分間／回、5回／週に
達した後、その強度を維持した。T群も、安静時に屠
殺する群（TR）と急性運動直後に屠殺する群（TE）
に分けた。UE，　TE群に対する急性運動負荷は、　T群
のトレーニングセッションの最後のトレッドミル以
後48時間経過した時点で、20m／分、傾き0．あるいは
30m／分、傾き8．でそれぞれ90分間実施した。　URお
よびTR群には、安静時に、またUEおよびTE群に
は、急性運動直後に、セボフルレン麻酔をかけ、下大
静脈からヘパリン採血し、脱血死させた。直ちに下大
静脈よりリン酸緩衝液（PBS）を注入し肺動静脈を還
流した後、肺および横隔膜を摘出し以下の実験に用い
た。
　2．クエン酸合成酵素（CS）活性の測定
　トレーニングの効果を確認するために、ヒラメ筋の
クエン酸合成酵素（CS）活性を測定した。すなわち、
ラットから摘出したヒラメ筋を、溶媒（0．25Mショ
糖／10mMトリス／0．lmM　EDTA，　pH　7．4）中でホモ
ジナイズし、遠心分離した後、ShepherdとGarlandの
方法12）に従って、CS活性を分光学学的に測定した。タ
ンパク濃度は、牛の血清アルブミンをスタンダードと
し、bicinchoninic　acid（BCA）蛋白測定キット（Pierce，
Rockford，　IL）を用いて測定した。
　3．組織ミエロペルオキシダーゼ活性の測定
　ミエロペルオキシダーゼ（MPO）活性は、　Warren
ら’3）の方法により分光学学的に測定した。肋骨部横隔
膜または肺の一部を05％hexad㏄yltrimethyl　ammo－
nium　bromideと5mM　EDTAを含む50　mMリン酸
緩衝液（pH　6，0）の中でホモジナイズした後、ソニ
ケーターでさらに破砕した。4℃、3，㎜×gで30分間
遠心分離した後、その上清のMPO活性を。－
dianisidineの存在下にH、02の分解に由来するA46。
の吸光度変化を測定することにより決定した。結果
は、UR群に対する百分率として表わした。
　4．好中球および肺胞マクロファージの活性酸素産
　　性能の測定
　好中球のスーパーオキシド（02・一）を産生する能力
は、Nakanoら14）の方法に準じて、下記のように2－
methyl－6（p－methoxyphenyl）一3，　7－dihydroimidazo［1，　2－a］
pyrazine－3－one（MCLA）依存性化学発光の強度として
決定された。下大静脈より採取したヘパリン加血液か
らデキストラン溶液で白血球を分離し、さらに混在す
る赤血球を低張液で短時間処理し破砕した後、測定に
用いた。得られた白血球は、80－95％の穎粒球を含んで
おり、細胞浮遊液をHanks’balanced　salt　solution
（HBSS）に1×107　cells／mlとなるように調整した後、
2時間以内に使用した。Zymosanは、ラット血清中で
37．C、30分間オプソニン化し、オプソニン化Zymosan
（OZ）は、使用されるまで一・80℃で保存した。　MCLA
は、蒸留水で溶解後、使用するまで一80℃で保存した。
反応溶液は、2．O　mlのHBSS中に1×105個の穎粒球、
2．O　mgのOZ、および1μMのMCLAを含んでいた。
化学発光の強度は、37℃に設定されたルミネッセン
ス・リーダーBLR－301（Aloka社）でモニターされた。
反応はMCLAとOZの添加で開始し、反応を終了さ
せるためにCu，　Zn－SODを加えた。　OZ刺激一粒球の
最大発光強度をピーク値として求め、OZを添加しな
い反応をコントロール値としてモニターし、ピーク値
とコントロール値の差を0、■一を産生する穎粒球の能
力と定義した。穎粒球の大部分は好中球であり、従っ
て、本研究で得られた化学発光は、好中球由来として
差し支えないものと考えられた。結果は、UR群に対
する百分率として表わした。また、MCLAは、0，・一だ
けでなく1重項酸素（102）とも反応し発光する。しか
し、102の消去剤であるアザイド（NaN3）の影響は、
Nakanoら14）によれば無視できるほど小さい。従っ
て、測定した化学発光は、主に0、・一に由来していると
考えられた。
　次に、摘出された肺にHBSS液（15ml）を注入し回
収した気管支肺胞洗浄液（BALF）を、ナイロン・メッ
シュでろ過した後、遠心分離して得られた細胞成分
は、低張液で短時間処理され、BALF細胞として測定
に用いられた。好中球と同様の方法で、BALF細胞の
02一を産生する能力を測定した。反応溶液は、2．Oml
（2）
一　308　一 東京医科大学雑誌 第62巻第3号
のHBSS中に1×104個のBALF細胞、2．O　mgのOZ、
および1μMのMCLAを含んでいた。　BALF細胞の
95％以上は、形態学的に肺胞マクロファージ（AMφ）
と考えられ、測定された化学発光は、主にAMφによ
るものと考えられた。結果は、UR群に対する百分率
として表わした。
　5．蛋白カルボニルの測定
　蛋白カルボニルの測定はDNPHを用いたLevine
ら15）の方法に準じて行った。
　6．SOD活性の測定
　肺の一部を溶媒（0．25Mショ糖／10mMトリス／0」
mM　EDTA，　pH　7．4）中でホモジナイズし遠心分離し
た後、上清を以下の測定に用いた。タンパク濃度は、牛
の血清アルブミンをスタンダードとし、bicinchoninic
acid（BCA）蛋白測定キット（Pierce，　Rockfbrd，　IL）を
用いて測定した。
　SODは、哺乳動物の細胞中には3つのアイソザイ
ムのうち主に2つのアイソザイムが存在する。ひとつ
は、マンガン型SOD（Mn－SOD）で、ミトコンドリア
に局在し、もうひとつは、銅・亜鉛型SOD（Cu，　Zn－
SOD）で、主として細胞質に存在する。全SOD（EC　l．
15．1．Dの活性をCrapoら16）の方法により測定した。
Cu，　Zn－SODの活性はシアンによるCu，　Zn－SODの
活性阻害を利用し、lmMのKCN溶液を加えた後、全
SODとMn－SOD活性から計算により求めた。
　7．SOD　mRNA発現量の測定
　RNA抽出：Trizol溶液（Life　Technologies，　Eggen－
stein，　Germany）を用いて100　mgの肺組織からRNA
を抽出した。RNAは50μ1のRNase－free水に溶解し、
純度と濃度を分光光学的に測定した。
　プライマー：下記に示すRT－PCR用のプライマー
を作成した。GAPDH：（5f側）GGC　AAG　TTC　AAC
GGC　ACA、（3ノ側）CGC　CAG　TAG　ACT　CCA　CGA
CA、　Cu－Zn－SOD：（5！側）GAT　TAA　CTG　AAG　GCG
AGC　AT、（31側）CCG　CCA　TGT　TTC　TTA　GAG
T、Mn－SOD：（5「側）GCT　GGA　GCC　GCA　CAT
TAA　C、（3t側）CAG　CGC　CTC　GTG　GTA　CTT
CTo
　リアルタイムRT－PCR法：リアルタイムRT－PCR
はicyclerTM　iQ（Bio－Rad，　Tokyo，　Japan）を用いた。反
応液を以下のように調製した。RN　ase－free　water　23　pt　1，
5ノ側primer（05μM）0．25μ1，3！側primer（05μM）0．25
pt　1，　2　X　QuantiTectTM　SYBR　Green＠　RT－PCR　Master
Mix　（QIAGEN，　GmbH，　GeiTmany）　25　pt　1，　QuantiTectTM
RT　Mix（QIAGEN，　GmbH，　Germany）0．5μ1。反応液
を96－wellマイクロプレートに分注し、各検体から抽
出したlngのtotal　RNAを加えた。
　リアルタイムRT－PCRの反応は下記の条件で実
施した。：reverse　transcription（50．C　30分間）、　PCR
initial　activation　step（95℃15分間）、　amplificationお
よびquantification　program（94．C　l　5秒間，58℃30秒
間，720C　45秒間；40サイクル）。
　mRNAの発現量を半定量化するため、肺組織から
抽出した既知の濃度のtotal　RNAを用い、濃度勾配を
つけて希釈し、サンプルと同様にリアルタイムRT－
PCRを行った。
　PCRサイクル中、著明にSYBR　Green⑪の発光量が
増加するサイクルをthreshold　cycleとした。　threshold
cycleと既知のtotal　RNA濃度の対数を用いて検量線
を作成し半定量に用いた。
　Mn－SOD，　Cu，　Zn－SODのmRNAの発現量は
GAPDHを内部標準として補正し、その比で表した。
また、融解曲線が一峰『生になることで目的の産物が増
幅されていることを確認した。さらにPCR産物はア
ガロースゲル電気泳動により、目的とする産物である
ことを確認した。
　8．統計処理
　データは、平均と標準誤差で示した。データは、分
散分析を行った後、post　hoc　test（Bonferroni）を行っ
た。群問の有意差は、危険率5％以下を有意とした。
結 果
　1．ヒラメ筋のCS活性
　ヒラメ筋のCS活性は、　U群よりもT群で有意に
高く（UR＝0．250±0．031，　TR＝0．350±O．OO5・units／mg
protein）、本研究で用いた持久走トレーニング・プログ
ラムが、ヒラメ筋の好気的代謝能力を増大させるのに
十分であったことを示している。
　2．好中球および肺胞マクロファージの活性酸素産
　 　性能の検討
　Fig．　IA．は、好中球の02一産生能に与える持久ト
レーニングと急性運動の効果を示している。安静時で
は、T群とu群の問に0，・一を産生する好中球の能力
に差がみられなかった。一方、急性運動は、両三の好
中球の0、・一産生能を高めた。しかし、U群での増加
は、T群に比して統計学的に有意に大きかった。次に、
Fig．　lB．は、肺胞マクロファージの02’M産生能に与え
る持久トレーニングと急性運動の効果を示している。
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Fig．　1．　MCLA－dependent　chemiluminescence　from　opsonized　zymosan－stimulated　neutrophils　（A）　and　alveolar　macrophages　（B）
　　　from　untrained　and　trained　rats．　UR＝untrained　rats　（rested）；UE＝untrained　rats　（exercised）；TR＝trained　rats
　　　（rested）；　TE＝trained　rats　（exercised）．　The　intensity　of　chemiluminescence　was　expressed　as　percentages　of　the　UR
　　　group．　Values　are　means±SEM；　n＝5　in　each　group．　’P〈O．05　vs．　untrained　（rested）；　tP〈O．05　vs．　untrained　（exer－
　　　cised）．
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Fig．2．　Myeloperoxidase　activity　in
　　　means±SEM；n＝5　in　each　group．
　　　trained　（rested）；　tP〈O．05　vs．　untrained　（exercised）．
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Fig．3．　Protein　carbonyl　in　rat　lung．　Values　are　means±
　　　SEM；n＝5　in　each　group．　’P〈O．05　vs．　untrained
　　　（rested）；　tP〈O．05　vs．　untrained　（exercised）．
安静時では、02・一を産生する肺胞マクロファージの
能力にも、好中球と同様、T群とU群の間にも差がみ
られなかった。一方、急性運動は、U群においては肺
胞マクロファージの0、一産生能を高めたが、T群で
はそのような増加は見られなかった。
　3．組織ミエロペルオキシダーゼ活性の検討
　T群では急性運動後MPO活性に統計学的有意差を
認めなかったが、U群において急性運動によりMPO
活性が増加した（Fig．2．）。
　4蛋白力ルポニルの検討
　T群において急性運動後蛋白カルボニル含量に統
計学的有意差を認めなかったが、U群において急性運
動により蛋白カルボニル含量は増加した（Fig．3．）。
　5．SOD活性の検討
　Fig，4A．に示すように、肺組織のMn－SOD活性はT
群で増加したが、急性運動には影響されなかった。Cu，
Zn－SOD活性は、トレーニング誘導性の増加を示した
が、U群において急性運動による増加も観察された
（Fig．　4B．）．
　6．SOD　mRNAの発現量の検討
　Mn－SODのmRNAの発現量はU群、　T群ともに急
性運動後、変化を認めなかった（Fig．5A．）。Cu，　Zn－
SODのmRNAの発現量はT群で増加したが、急性運
動には影響されなかった（Fig．5B．）。
考 察
急性運動は、骨格筋を含む多くの組織で好中球を中
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Fig．　4．　The　activities　of　Mn－superoxide　dismutase　（Mn－SOD）　（A）　and　Cu，　Zn－superoxide　dismutase　（Cu，　Zn－SOD）　（B）　in　rat
　　　lung．　Values　are　means±SEM；　n＝5　in　each　group．　’P〈O．05　vs．　untrained　（rested）；　tP〈O．05　vs．　untrained　（exercised）．
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Fig．　5．　Mn－SOD　mRNA　expression　（A）　and　Cu，　Zn－SOD　mRNA　expression　（B）　in　rat　lung．
　　　5　in　each　group．　Values　were　expressed　as　the　ratio　of　Mn－SOD　or　Cu，　Zn－SOD　to　GAPDH　mRNA　expressions
　　　O．05　vs．　untrained　（rested）；　tP〈O．05　vs．　untrained　（exercised）．
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心とする炎症細胞浸潤を引き起こすことが知られて
いる。さらに好中球の酵素、MPOは組織中にある好中
球の有用な定量的指標であることが示されてお
り17－19）、また、その活性は骨格筋を含むラットのほと
んどの組織で激運動に伴い上昇することが報告され
ている20・21）。本研究でも、U群の肺におけるMPO活性
は、急性運動後2倍に上昇した。この上昇は、運動に
より肺組織への好中球の浸潤が増加することを示し
ている。加えて、02・一を産生する末梢血好中球の能力
は、U群で急性運動後に著明に増加したがT群ではそ
の上昇は有意ではあったもののはるかに小さかった。
また、肺胞マクロファージも、急性運動後に02　’一産
生能が増加したが、それはU群のみに観察された。
従って、激運動は、U群の肺組織への好中球の浸潤を
増加させるだけでなく、好中球および肺胞マクロ
ファージの0、・一産生能も高める。そのため、T群に比
較して、U群の肺は、これら食細胞により産生される
活性酸素によってより多くの酸化ストレスに曝され
ると考えられた。本研究の結果、組織傷害の指標であ
る蛋白カルボニル含量はU群において急性運動後、有
意に増加していたが、T群では増加を認めなかった。
Radakら5）も疲労困慰まで走ったラットの肺におい
て、カルボニル含量の増加を報告しており、激運動に
より肺にも酸化ストレスの増大が発生しているもの
と思われる。従って、本研究の結果から、運動時に肺
の一部には運動による好中球浸潤の増加とその活性
化あるいは肺胞マクロファージの活性化を介して、よ
り大きな酸化ストレスに曝されるが、持久トレーニン
グはそれらによる組織傷害を軽減する可能性がある
ことを示唆している。トレーニングによる好中球の組
織浸潤の抑制にはインターロイキン1（IL－1）の活性
が関与している可能性が報告されており22）、トレーニ
ングが食細胞の活性に与える影響に関しては、様々な
サイトカインが関与していると推測される。
　一方、活性酸素による傷害を防ぐために、生体には
いろいろな抗酸化物質と抗酸化酵素が存在する。とり
わけSODは、抗酸化システムの最上流に位置し、0、一
を特異的に除去する重要な酵素であり、様々な疾患と
の関連が注目されている対象のひとつである9・10）。前述
のとおり、Mn－SODは、ミトコンドリアに局在し、　Cu，
Zn－SODは、主に細胞質に存在する。本研究では、両
SOD活性を測定したが、いずれのSOD活性もトレー
（5）
2004年5月 伊藤他5名：ラット肺における急性運動誘発性酸化ストレスの影響 一　311　一
ニングにより増加しており、運動トレーニングは、細
胞内抗酸化酵素レベルを増加させ22－28）、運動誘発［生酸
化ストレスに対する細胞の抵抗性を改善することを
示唆しているように思われた。
　さらに今回我々はSYBR　Green⑪を用いたりアルタ
イムRT－PCRにより、両SODアイソザイムの
mRNAの発現量を比較した。リアルタイムRT－PCR
は微量なmRNAの発現量を定量化することが可能で
あり、再現性にも優れるとされている29）。
　本研究において急性運動負荷後、Mn－SODの
mRNAの発現量とその活性の問には明らかな相関は
見られなかった。トレーニングによるMn－SOD活性
の増加は翻訳後の過程が主に関与していると推測さ
れた。一方、Cu，　Zn－SODの活性とmRNAの発現量は
トレーニングにより正の相関を認め、Cu，　Zn－SODの
活性の増加には翻訳前の過程が関与している可能性
が示唆された。
　本研究において、急性運動負荷後のCu，　Zn－SOD活
性の増加とmRNA発現量の間に相関を認めなかった
が、これまでにも急性運動負荷後、SODのmRNA発
現量の増加と酵素活性の強度の問に相関が見られな
いことが報告されており30）、翻訳後に蛋白の修飾過程
が存在する可能性が示唆されている。
結 論
　1．急性運動負荷は酸化ストレスを増強し、組織障
害を引き起こす可能性が示唆された。
　2．肺において急性運動は、食細胞の活性酸素産生
能を増大するが、運動トレーニングは、運動に伴う食
細胞の活性酸素産生能の増加を軽減することが示唆
された。
　3．運動トレーニングは肺組織中のMn－SODと
Cu，　Zn－SODの酵素活性を増強し運動誘発1三酸化スト
レスに対する防御力を高めることが示唆された。
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The　effect　of　acute　exercise　induced　oxidative　stress　in　the　lung　of　trained　rats
Masayuki　ITOH，　Shujj　OH－ISHI，　Hidekazu　HATAO，　Hisanaga　YAGYUU，
　　　　　　　　　　　　Hiroyuki　NAKAMURA　and　Takeshi　MATSUOKA
Fifth　Department　of　lnternal　Medicine，　Tokyo　Medical　University，　3－20m　l，　Chuo，　Ami，　lnashiki，　lbaraki　300LO395，　Japan
Abstract
　　　　We　investigated　the　effects　of　acute　exercise　and　endurance　training　on　oxidative　stress　in　rat　lungs，　focusing　on　the
generation　of　superoxide　from　phagocytes　（neutrophils　and　macrophages），　and　the　levels　of　superoxide　dismutase　（SOD）
isoenzymes　in　rat　lungs．　An　acute　bout　of　exercise　significantly　increased　the　ability　of　neutrophils　to　produce　superoxide，
especially　in　untrained　rats，　and　also　increased　the　ability　of　alveolar　macrophages　（AMdi）　to　produce　superoxide　only　in
untrained　rats，　but　not　in　trained　rats．　ln　addition，　an　acute　bout　of　exercise　also　increased　the　levels　of　myeloperoxidase
（MPO）in　lungs　from　untrained　rats，　but　not　in　those　from　trained　rats．　Therefore，　an　acute　bout　of　exercise　seems　not　only
to　promote　the　infiltration　of　neutrophils　into　tissues　such　as　lung，　but　also　to　activate　neutrophils　and　AMdi，　while　endurance
training　attenuates　such　infiltration　or　activation　of　phagocytes．　Moreover，　endurance　training　upregulates　both　Mn－SOD　and
Cu，　Zn－SOD　in　rat　lungs，　probably　indicating　the　improvement　of　the　resistance　of　lung　to　exercise－induced　oxidative　stress．
Indeed，　in　the　current　study，　an　acute　bout　of　exercise　showed　the　increase　of　protein　carbonyl　in　lungs　from　untrained　rats，
but　not　in　trained　rats．　The　findings　in　the　current　study　indicate　the　possibility　that　an　acute　bout　of　exercise　causes　tissue
oxidative　da．mage　and　endurance　training　attenuates　such　an　exercise－induced　oxidative　stress．
〈Key　words＞　oxidative　stress，　endurance　training，　acute　exercise，　SOD，　lung
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